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mittel. 



Priori tat: 8. September 1969, USA. Nr. 856 182 



Die Erfindung be trif f t eine alkalische Protease, erhalten 
als ein Wachstumsprodukt des Mikroorganismus Bacillu H 
licheniformis ATCC No. 21424 in einem Nahrs toff medium, 
ein Verfahren zur Gewinnung der alkalischen Protease und 
diese Protease enthaltende Wasch- und Reinigungsmittel. 
Alkalische Protease ist ein Ausdruck,welcher verwendet wird, 
urn exn proteolytisches Enzym zu bezeichnen, welches eine 
optimale Aktivitat in einem alkalischen Medium entfaltet 
Derartige proteolytische Enzyme sind brauchbar als aktiver 
Bestandteil in modernen enzymhaltigen Wasch-, Reinigungs- 
und Einweichmitteln. JDas Enzym wird angewendet wegen seines 
Vermogens, die Ublichen Schmutzarten und Flecken anzugreifen 
und aus der Wasche zu entfernen, welche zu einem erheblichen 
Teil aus Protein bestehen, wie z.B. Blut- und Grasflecken. 
Eine Anzahl von Quellen fur alkalische Protease sind zur 
Zeit bekannt. Eirfce der jetzt technisch verwendeten wichti- 
geren Proteasen stammen aus der Garung von Bacillus subtilis 
und Bacillus lichenifor.nl R oder aus Schimmelpilzen, 
Asirfpergllll . 
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Ein Staram von Bacillus llchenif ormis ATCC No, 21424 wurde 
nun aufgefunden. Dieser Stamm liefert hohe Ausbeuten an 



medien gezlichtet wird. Aussergewohnliche Ergebnisse werden 
erhalten aus Medien^ bestimmter Eigenschaf ten. Das erfin- 
dungsgemass gewohnene Enzym liefert elne Grundlage fUr die 
Beschaffung von Protease fur Wasch- vtnd Reinigungsmittel- 
ansatze fUr einen viel niedrigeren Preis pro Einheit 
Enzymaktivitat, als es bisher der Pall war. Aueserdem hat 
das erfindungsgemasse Enzym ein hbheres optimales pH fUr 
die proteolytieche Aktivitat; namlich pH 9,0-11,0 gegen- 
Uber einem optimalen pH-Bereich von pH 8,5-9,5 fUr ein 
handelstibliches Enzym, hergestellt aus Bacillus subtilis . 



Weiterhin entfernt das erfindungsgemasse Enzym/mindestens 



ebenso gut und mitunter besser als die bisher marktgangigen 
Enzyme ,und es hat eine grossere Losungestabilitat im pH- 
Bereich von 9,5-1 1,0, In diesem pH-Bereich hat das erfin- 
dungsgemasse Enzym grossere caseinolytische Aktivitat als 
das Enzym aus Bacillus subtilis 0 Beide Enzyme haben eine 
optimale Temperatur fiir caseinolytische Aktivitat bei 55°C 
bei einem pH 7,0. In Gegenwart von Calciumionen verschiebt 
sich die optimale Tempera tur auf 60°C. 

Auch die Inaktivierung durch Erwarmung wurde ebenfalls ver- 
glichen. Beide Enzyme wurden bei verschiedenen Temperaturen 
wahrend 15 Minuten bebriitet und dann rasch in Eiswasser 
abgektthlt. Die restliche Aktivitat wurde mit Casein bei 
pH 9,5 gepriift, Bei Brut temperaturen unter 40°C waren beide 
Enzyme bestandig. Bei 60°C war das Enzym aus Bacillus 
subtilis vollstandig inaktiviert, wahrend das erfindungsge- 
masse Enzym 15# seiner urspriinglichen Aktivitat bewahrte . 

Unter den gleichen Bedingungen bei 60°C aber bei zusatzli- 

—4 

cher Anwesenheit von 10 Calciumionen behielt das erfin- 
dungsgemasse Enzym 30# seiner proteolytischen Aktivitat, 
wahrend das Enzym aus Bacillus subtilis nur 20jf bewahrte. 

Die Ausbeute an erf indungsgemaae erhaltener alkalischer 
Protease ist mindestenB doppelt so hoch, wie sie bisher 



alkalischer Protease, wenn der Organismus in Nahrstoff- 
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aus einem Bacillus suttilis-Stamm, der hohe Ausbeuten liefert, j 
erhalten wird. 

Der erfindungsgemasse Bacillus lichenif ormis ATCC Ho. 21 424 
ist gekennzeichnet durch folgende Beaktionen: 

Gelatinehydrolyse - positiv 
Starkehydrolyse - positiv 

Garungsprtif ungen : 

Sukrose - Saureproduktion in 24 Stunden 
Xylose - Saureproduktion in 72 Stunden 
Arabinose - Saureproduktion in 72 Stunden 
Salicin * Saureproduktion in 96 Stunden 
Laktose - negativ 

Glukosenitrat-Schragagar - iiberreichliches Wachstum 
Nitrite aus Nitraten - positiv 
Sparangien - sehr geringes Quellen. 

Die Zellen zeigten Beweglichkeit und Hiehteinkapselung. 
Alle diese Prtifungen sind typisch sowohl fur Bacillus eubtilis 
wie Bacillus lichenif ormiH. Pi p f olgenden zusatzlichen Prtif un- 
gen wurden ausgefuhrt, urn die Klassif izierung als Bacillus 
lichenif ormis zu beetatigen* 

Wachstum auf verB ohiedenen Kohlenstoff quellens Jeder der 
drei Organismen Bacillus subtilie ATCC No. 15841, Bacillus 
licheniformis ATCC No. 12759 und Bacillus lichenifo:nni« ATCC 
No. 21424 wurden bebrUtet unmlttelbar aus der Schragkultur 
in einem modifizierten Koser-Citratmedium wShrend 10 Tagen 
bei 37°C Sie wurden auf Trypticose-Soy-Schragagar (BBL Labs) 
bei 4°C vor der Anwendung gehalten. Das Medium enthielt ent- 
weder 0,2* Natriumcitrat, Natriumacetat oder Natriumprepionat. 
Zusatzlich enthielt das Medium 1j6 NaCl, 0, 1£ (NH 4 ) 2 HP0 , 
° ,05 ^Jot 2P °4' °»° 2 * MgS0 4 .7H 2 0, 1,5* Agar und 0,0008* 
Phenol. Das Medium war auf ein pH 7,0 eingestellt. Am Ende 
der Brutperiode wurde das WachBtum durch Veranderungen in dem 
Parbindikator von gelb zu rot bewertet. 



109816 / 1835 



BEST AVAILABLE COPY 



2GTTT51 

Baci llus lichenif ormis metnboli sierte alle drei organischen 
Salze, wahrend Bacillus subtilis nur das Gitrat ausnutzte, 
Ausnutzung der Anionen durch die Organismen setzte Na+ in 
Freiheit, welches seinerseits das pH des Mediums steigerte 
und den Indikator von gelb zu rot veranderte 0 Daher ergab 
der Bacillus subtllis Rotfarbung auf der Citrat-Schragkul- 
•tur, aber keine Veranderung auf den Acetat- und Propionat- 
medien. Die anderen zwei Organismen lieferten Rotfarbungen 
auf alien Schragkulturen. 

Wachstum untei» Anaerobiosis : Jede der drei eben erwahnten 
Organismen wurde kslixHlBl eingeimpft in rohrformige Gefasse 
von Trypticase-Soy-Briihe mit einem Gehalt von 0,09596 
Thioglykoilat und 0,005$ Cystin. Zusatzlich wurden Stich- 
kuHturen aus jedem Organi sinus hcrgestellt unter Verwendung 
von anaerobischein Agar ohne Dextrose oder Eh« Indikator 
(BBL Labs). Dieses Agar enthielt 20 g Trypticase, ein 
Pepton, hergestellt aus Casein durch pankreatische Verdauung 
5 g KaCl, 15g Agar, 2 g Natriumthioglykolat und 1 g Natrium- 
f orraaldehydsulfoxylat pro Liter, Nach der Bebrtltung wahrend 
10 Tagen bei 37°C wurden die Ku^turen auf Wachstum beobach- 
tet • 

Unter diosen Bedingungen wuchs jeder Organismus in der 
Thioglykolatbriihe. Jedoch entfalteten die zwei Stamme 
Bacillus Lichenif ormis mehr Wachstum nach 7 Tagen Bebriitung 
als der Bacillus subtilis g Ahnliche Beobachtungen wurden 
bei den Stichkul turpriifungen f estgestellt. Ferner wiesen 
die Stamme von Bacillus lichenif ormi 3 die Fahigkeit auf, 
in dem Boden der Stichkultur zu wachsen, wahrend Wachstum 
nur auftrat in dem oberen Teil der Stichkultur von Bacillus 
substilis . Dies zeigt an, dass die Bacillus lichenif ormis - 
Stamme fakultativ anaerobischer sind als der Bacillus 
subtilis . 

Wachstum bei 56°C : Jeder der drei Mi kro organismen wurde 
geimpft aus Trypticase Soy-Schragagar und bei 56°C wahrend 
18 Stunden bebriitet. Am Bnde der Brutzeit wurden die Kultu- 
ren auf Wachstum beobachtet. 
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Unter diesen Bedingungen entfalteten die zwei Stamina von 
Bacillus lichenlformis ATCC No. 12759 und ATCC No, 12424 
ubermassiges Wachstum, wahrendjkein Wachstum beobachtet 
wurde bei Bacillus subiilis f ATCC No. 15841. 
Bei der Gewinnung von alkalischer Protease aus Bacillus 
licheniformis ATCC No. 21424 besteht das Kulturmedium aus 
Protein, vorzugsweiBe 1-4$t einer Kohlenstoff quelle , vorzugs- 
weise 1-1 2# und solchen mineralischen Brganzungsstoff en, 
wie sie notwendig sind, um richtiges Wachstum des Mikroorga- 
nismus zu sichern. Soyabohnenmehl ist ein bevorzugtes Protein- 
rohmaterial, aber auch andere Proteinsubstrate konnen 
benutzt werden, z.B. Casein, Pharmamedia, ein aus Baumwoll- 
saat staramendes Pro te inmate rial und Proflo, ein teilweise 
entfettetas Baumwollsaatmehl (beide^ geliefert von Traders 
Protein Div. of Traders Oil Mill Co* , Port Worth, Texas). 
Wahrend Glukose als Kohlenstoff quelle bevorzugjft wird, 
konnen auch Maismehl und Dextrin verwendet werden. Handels- 
ubliche Produkte, z.B. Cerelose, eine Dextrose der Corn 
Products Company, mit einem hohen Glukosegehalt kann auch 
benutzt werden. Die Mineralsalze, welche als brauchbar bei 
den bevorzugten Kulturmedien gemass der Erfindung gefunden 
wurden, schliessen MnCl 2 , MgCl 2 , CaCOj, CaClj, NaH 2 P0 4> 
Na 2 HP0 4 und ZnCl 2 ein. 

Grosste Bnzymgewinnung wird erhalten, wenn das Medium von 
Anfang an auf pH 7,6 gepuffert ist. Die Ausbeuten wurden 
allmahlich weniger, wenn sich das pH in irgendeiner Rich- 
tung von diesem W e rt verschiebt,und bei pH-W 6 rten unter 7 
oder Uber 8 wird die Ausbeute in unannehmbarer W*i 8 e niedrig. 

Die GSrung des geimpften Kulturmediums wird voranschrei- 
ten gelaseen, vorzugsweise wahrend 48-96 Stunden bei einer 
Temperatur von 35-40°C f vorzugsweise bei etwa 37 C. Das 
Enzym wird aus der Ldsung nach irgendeinem der hierftlr 
Ublichen Verfahren gewonnen. 



1 098 1 6 / 1 035 



BEST AVAILABLE COPY 



2lU4"lb'l 

-6- 

Bei einem bevorzugten Verfahren fiir diese Gewinnung, welches 
eine hohe Ausbeute liefert, wird ein Calciumsalz, z # B. 
Calciumacetat, zu dem Kulturmedium zugesetzt. Unlosliche 
Calciumphosphate bilden sich, welche ihrerseits ein gelarti- 
ges Material absorbieren und beide werden durch Zentrifu- 
gieren, vorzugsweise bei etwa 4°C, entfernt. Die klare 
iiberstehende FlUssigkeit kann 98 # der gesamten Sk enzyma- 
tischen Aktivitat in dem Kulturmedium enthalten. 

Das Enzym kann aus der iiberstehenden Flussigkeit durch 
Zusatz eines Drittel Volumens von Ace ton bei 2°C zu dem 
klaren oben schwimmenden Bestandteil gewonnen werden. 
Der sich ergebende Niederschlag wird durch Zentrifugieren 
entfernt und verworfen. Weiteres Aceton wird zugesetzt, 
bis eine 75#ige Sattigung der KLuesigkeit erhalten ist. 
Die Suspension wird bei -20°C gelagert, bis die Pailung 
nach etwa 3 Stunden vollstandig ist. Der Niederschlag wird 
gesammelt und getrocknet, um ein Pulver zu ergeben. 

Die erfindungsgemasse aikalische Protease wird verwendet 
als aktiver B es tandteil in enzymhaltigen Wasch- und Reini- 
gungsmitteln. Das Enzym kann in pulveriger oder fltissiger 
Form sich befinden und mit anderen Bestandteilen verdtlnnt 
werden. Es ist iiblich, Enzympulver zu verdiinnen, wie sie 
durch Gewinnung aus Garungsverfahren erhalten werden, und 
zwar mit einem vertraglichen VerdUnnungsmittel, z.B, 
Natriumsulfat. Die erfindungsgemasse aikalische Protease 
wird in einem enzymhaltigen Detergensmittel in einer 
Menge zwischen 0,02 bis 0,1# des Pulvers angewendet. Wenn 
das Enzympulrer auf etwa das filnffache mit Natriumsulfat 
verdtinnt let, hat es eine Aktivitttt von etwa 1300 prote- 
olytischen Einheiten/mg. 

Zue&tzlich zu dem Enzym enthalten enzymhaltlge Wasch- und 
Belnigung»»ittel typisoherwtise aktive Detergentien. Ver- 
sohiedene bekannte oberf llichenaktive Agentien kOnnen ale 
Aktivdetergentien gemttss dtr Brfindung verwendet warden, 
einachlieeelich anioniaohar, nichtionischar, iwitterloni- 
aohar,aapholyti80har Patergenavarbindungen und daran Geaiech e, 
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Anionische Detergentien, welche in den erf indungsgemUssen 
Mitteln benutzt werden kbnnen, schliessen sowohl Seife 
wie nichteeifenartige Detergentien ein. Beispiele geeigneter 
Seifen Bind die Natrium-, Kalium-, Ammonium- und Alkylol- 
ammoniumsalze hbherer Fettsauren (C, 0 -C 20 ). Die Natrium- 
oder Kaliumsalze der Hischungen von Fettsauren aus Kokos- 
61 und Talg, das ist eine Natrium- oder Kalium-Talg-KokOB- 
bl-Seife, Bind brauchbar. Beispiele anionischer organischer 
Nichtseifedetergensverbindungen sind die wasserlbslichen 
Alkalisalze von organischen Schwef elsaurereaktioncproduk- 
ten, welche in ihrer 'l-Iolekularstruktur ein Alkylradikal 
mit einem Gehalt von etwa 8 bis etwa 2 2 Kohlenstoffatomen 
und ein Radikal, ausgewahlt aus der Gruppe ,bestehend aus 
Sulfonsaure- und Schwef elsaureesterradikalen, aufweisen. 
Eingeschlossen in dem Ausdruck Alkyl ist der Alkylteil 
hbherer Acylradikale. Beispiele von synthetischen Detergen- 
tien, welche einen Teil der erfindungsgemassen Mittel 
bilden, sind die Natrium- oder Kaliumalkylsulf ate , ins- 
besondere solche, welche durch Sulfatieren der hbheren 
Alkohole ( C Q -C 10 Kohlenstoffatome ) ,hergestellt durch 
Reduzierung der Glyceride von Talg/ oder Kokosbl, erhalten 
werden, Natrium- oder Kaliumalkylbenzolsulfonate , wie sie 
in den USA-Patenten 2 220 009 und 2 477 383 beschrieben 
werden, worin die Alkylgruppe von etwa 9 bis etwa 15 
Kohlenstoffatome enthalt. Andere Beispiele von Alkalialkyl- 
benzolsulfonaten Bind diejenigen, worin das Alkylradikal 
ein geradkettiges Alkylradikal mil; etwa 10 bis etwa 20 
Kohlenstoffatomen ist, z.B. 2-Phenyldodecansulf onat und 
3-Phenyldodecansulf onat ; NatriumalkylglycerylSthersulf onat , 
insbesondere solche Ither hbherer Alkohole, abgeleitet 
aus Talg und Kokosbl; Natriumkokosblfettsauremonoglyceri d- 
sulfate und -sulfonate; Natrium- oder Kaliumsalze von 
Schwefelsaureestern des Reaktionsprodukts von 1 Hoi eines 
hbheren Fettalkohols (z.B. Talg- oder Kokosblalkohole ) und 
etwa 1 bis 6 Mol Athylenoxyd; Natrium- oder Kaliumsalze 
von Alkylphenolathylenoxydathersulfat mit etwa 1 bis etwa 
10 Einheiten Athylenoxyd pro Molekiil und worin die Alkyl- 
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radikale etwa 9 "bis etwa 12 Kohlenstof f atome enthalten; 
das Reaktionsprodukt von Fettsauren, verestert rait Isathion- 
saure und neutralisiert mit Natriumhydroxyd, worin beisjiels- 
weise die Fettsauren aus Kokosbl stammen; Watrium- oder 
Kaliumsalze von Fe ttsaureamid eines Methyltaurids , worin 
die Fettsauren beinpielswe i se aus Kokosol stammen; und 
andere in der Technik bekannte Verbindungen, von welchen J 
eine Anzahl in den USA-Patentnchriften 2 486 921, 2 486 922 
und 2 396 278 aufgezahlt sind, 

Nichtionische synthetische Detergentien konnen allgemein 
definiert werden als solche aliphatischen oder alkylaroma- 
tischen Verbindungen, welche in wassriger Losung nicht 
ionisieren. B e ispi elsweise ist eine wohlbekannte Klasse 
syntheti scher Honionics auf dem Markt unter dem Handels- 
namen "Pluronic" erhaltlich* Diese Verbindungen werden 
hergestellt durch Kendensieren von Athylenoxyd mit einer 
hydrophoben Basis , welche selbst durch Kondensation von 
Propylenoxyd mit Propylenglykol erhalten wurde. Der hydro- 
phobe Anteil des Molekuls, welcher naturgemSos wasserun- 
Ibslich ist, besitzt ein Molekulargewicht von etwa 1500 
bis 1800, Die Addition von Polyoxyathylenradikalen zu 
diesem hydrophoben Teil Tuhrt zu einer Steigerung der 
Wasserloslichkeit des Molekuls als ganzes, und die fliissige 
Beschaf f enheit des Produkts wird bis zu dem Punkt erhalten, 
bei welchem der Polyoxyathylengehalt etwa 50# des Gesamt- 
gewichts des Kondensationsproduktes betragt. 

Andere geeignete Nonionics schliessen ein: 

1. Die Polyathylenoxydkondensate von Alkylphenolen, das 
sind die Kondensationsprodukte von Alkylphenolen mit einer 
Alkylgruppe von etwa 6-12 KohlenstolTatomen in entweder 
einer geraden oder verzweigten Kette und Athylenoxyd, wobei 
das Athylenoxyd in Mengen von etwa 10 bis 25 Molen Athylen- 
oxyd pro Mol Alkylphenol zugegen ist. Der Alkylsubstituent 
in solchen Verbindungen kann aus polymerisiertem Propylen, 
Diisobutylen, Octan oder Nonen beispielsweise abgeleitet 
ackndcx sein. 
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. private, sta»,end aus der .Condensation von A***""* 
lit de» Prooukt, welches sieh aus der Reaction von Propylen- 
^d und Lylenamain ergibt. Beispielsweise Verbmdungen 
oxya unu a jr Gew.# Polyoxy- 

m i+ einem Gehalt von etwa 40*. dis ewa o 
Tlyl « -d deren Durehsehnittsmolekulargewieht swiechen 
e twa 5^00 und etwa 11000 ll.«t und aich aus der Ration 
; n itbyleno^dgruppen .it einer H^^.*?'?^ 
welebe selbst aus dem Reaktionsprodukt von Athylendraoan 
^ UberscbUssige. Propylene^ sta^t, wobei diese asrs 
sin Molekulargewieht in dsr GroBenordnung von 2500 Vns 
3000 besitst, sind zufriedenstellend. 

Bas Kondensationsprodukt von aliphatisehen 
^ t 8-18 Kohlenstolxatoaen, entweder in gerader Oder ver 
sweigter Kette, mit Xthylenoryd, s.B. ein Kokosol- 
Sho -ithylen^d-Kondensat It 10-30 Helen Athylenoxyd 
Mol Kokosolalkohol, wobei die Kokoeolalkobolfraktmn 
10-14 Kohlenstoffatome besitzt. 

4. Langkettige tertiare Aminoryde entspreehend^ der 
felgenden allgeeelnen Por»el 0 worm R, ein 

Alkylradikal von etwa 8 bis 18 Kobleneto«atomen und R, 
I , entweder Methyl- Oder Jthylradikale sind. Ber 
"eil'in der Porael ist eine Ubliebe Baretellung emer 
'a bpoiaren Bindung. Beispieie ven iUr die ^^17- 
neten A^inosyden sind Biaetbyldodeeyl — ^. 
ootylaminoxyd, Bimethyldecylaminoxyd, Bimethylte trade oyl 
aminoxyd, BiraetbylbeJtodeoylaminorya. 

5 . langkettige. tertiare Phospbinoxyde ^"^J^ 

* „„,_,.■, kbih"P * 0. worm R ein Alkyl-, Alkenyi 

folgenden Formal RR R ^> • K .tt.nlang. von 

Phosphine sind: 
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Dime thyldodecylphosphinoxyd, 

Dimethyltetradecylphosphinoxyd, 

Athylmethyltetradecylphosphinoxyd, 

Octyldimethylphosphinoxyd, 

Dimethylstearylphosphinoxyd 

Cetylathylpropylphosphinoxyd, 

Diathyldode cylphos phinoxy d , 

Diathyltetradecylphosphinoxyd, 

Bis (hydroxymethyl) dode cylphosphinoxyd, 

Bis ( 2-hy dr cxyat hyl ) dode cylphosphinoxy d , 

2- Hydroxypropylmethyltetradecylphosphinoxyd f 
Dimethyloleylphosphinoxyd und 

Dime thy 1-2-hydroxydodecylphosphinoxyd. 

6. Dialkylsulf oxyde enteprechendi* der folgenden Fonnel 

RR«S — >0, worin II ein Alkyl-, Alkenyl-, beta- oder 

gamma -Monohydroxy alky lradikal mit einem oder zwei anderen 

Sauerstoffatomen in der Kette ist und die R-Gruppen eine 

Kettenlange von 10 bis 18 Kohlenstof f atomen besitzen, 

und worin R 1 Methyl oder Athyl** ist. Beispiele geeigneter 

en 

Sulf oxydverbindung sindi 

Dode oylme thylsulf oxyd , 
Te trade cy lme thy Isulf oxyd , 

3- Hydroxytride oylme thylsulf oxyd , 

2- Hydroxydodecylmethylsulfoxyd, 

3- Hydroxy-4-de coxy buty lme thy Isulf oxyd , 
3-Hydroxy-4-dodecoxybutylme thylsulf oxyd, 
2-Hy droxy-3-de coxypropylme thylsulf oxyd , 
2-Hydroxy-3-dode coxypr opylme thylsulf oxyd , 
Dode cyl&thylsulf oxyd und 
2-Hydroxydodecyiathylsulfoxyd. 

Das 3-Hydroxy-4-de coxy buty lme thylsulf oxyd wurde ala ein 
ganz besondere virksames Tensid gefunden. Bin heryorragen- 
des Wasch- und Reinigungsmittel enth&lt diese Sulfoxydver- 
bindung in Kombination mit dem Polymaleatgertlststof f der 
erf indungfigemfissen Verbindung. 
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«* 8nl Tt r %rrSfini«on fallen 

Gruppe entnalt. *^ t Z-7- e c ^opropionat and 
den VerMndungen sand Hatrium 5 aea jr 
H atrium-3-dodecylaminopropansulfonat. 

quaternaren var2 wei S tkettig sein kaim and 

Hadikal geraaekettig Oder vera s 1fl 
eine r der aliPhatischen Su,=Utuen«n , n iesiicb _ 

Koalanetofr.W ^"""^^/on L^r «... 

m aehende Gruppe enthalt. E " 8pl ^ e -.rt.B-aiMthyl- 
^.mltion fallenden ^er^dungen axnd^ ^ 

M e*adeo y la«nio)-pro P an-1-sulfonat -M 

insbesondere wegen ihres ausgeze 
m ogens in kalte* Wasser bevorzugt verden. 

+ Hpnden erwahnten anionischen, nichtionaechen, 

lie Per. von Granulaten, Plooaen, I l«.eig*e».n and 

StUcken. . 

kannen auch wanlveiee entweder orgamsche 
Diese Mittel icmnen Natrium- 

^^^^^^^^^^^ 
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Natriumnitrilotriacetat und das Natriumsalz von Athylen- 
diamintetraessigsaure • 

Es muss mit Sorgfalt darauf geachtet werden,sicherzustellen, 
dass die erf indungsgemassen Mattel keine Agentien enthal- 
ten, welche in ungunstiger W e ise die Enzymkomposition beein- 
trachtigen Oder von ihr beeintrachtigt werden, Beispiels- 
weise durfen keine Hypochloridbleichmittel verwendet werden, 
weil sie das Enzym vollstand.i a inaktivieren. Auch die 
sogenannten Sauerstoff bleichmittel kbnnen eine ungunstige 
Wirkung entfalten, Ferner sollten im allgemeinen andere 
Proteine und proteinartige Stoffe zu den erf indungsgemassen 
Mitteln nicht zugesetzt werden, da sie durch die erfindungs- 
gemasse alkalische Protease angegriffen werden kbnnen. 

i>ie Erfindung wird noch an den folgenden Beispielen erlau- 
tert • 

Beispiel 1 

Ein Medium aus 6$ Glukose, 2# Soyabohnenmehl, 0,04# CaCl 2 t 
0,02# MgCl 2 in 0,1 M Na 2 HP0 4 -NaH 2 P0 4 , gepuffert auf pH 7,6, 
wurde zubereiteto Die Glukose wurde als eine 50j6ige, separat 
autoklavierte Losung vorbereiteto Der Rest des Mediums wurde 
ebenfalls separat autoklaviert und die zwei Anteile wurden 
unter aseptischen Bedingungen vereinigto 

Ein Impfstoff wurde vorbereitet durch Zusatz von 5 ml 
sterilem destilliertem Wasser zu einer 24 Stunden alten 
Trypticase Soy-Schragkul tur von Bacillus lichenif ormis , 
ATCC No«21424 (Trypticase Soy Agar (BBL) hat die folgende 
Zu3ammensetzung: Trypticase, ein Pepton, abgeleitet aus 
Casein durch pankreatische Verdauung, 15 g; Phyton, ein 
Papianverdauungnprodukt von tioyamuhl, 5 g; l^aCl 5 g und 
Agar 15 g in 1 Liter Wasser) welche 24 Stunden bei 37°C 
bebriitet worden war, Eine Zellsuspension wurde hergestellt. 
Die Suspension wurde dann aseptisch eingefiihrt in einen 
250 ml Erlenmeyer-Kolben, welcher 50 ml des oben be- 
schriebenen autoklavierten Mediums enthielt* Der Kolben 
wurde dann auf einer hin- und her&ehenden Schiittelmaschine 

mit 175 Umdrehungen pro Minute wahrund 18 Stunden bei 37°C 

- 0 g }} .. s , , 1 ... * 5 
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von welcnen aeaer «* i 
ten Mediums enthielt. ^ 

herg e n enaen Schuttalmaacnxne «rt W darin 

Ort.i-~.tat » to- ^^ Ton lichen Oalciumphoaphi 
ausats veruraacht. (U. in ae» Maaium 

«n, wslcha inrexaeita -rden aann aua 

absorbiertan. Die unloalicben Tartan « Bie tlare 

aeB Madia* duroh Santrifu ^^j^a 98* aer 

::rr r::: rrrr ^— 

Z naa«liob. Bainigung wurda — ^Cg Tu dar 
,« eine* »ri«el ^ aioo bildenae 

fclaran ubarschwl-enden ^ u «^'" n entfer » t and 

Hie a*ra=hlag ward* aann anrcb *•£ ^ ^ igu J 
verworfen. Waiterea ^ ° g si0B wurda bei -20°C j 

erhalten war. Die anfallena. , 0 Uatanaig 
£Ur annaherna nrei Stuna.n ^ U ; 4 ^,„ nl ga- 
„ar. Der Biedarscnlag wrl ' g6 ^" ^^a.fri.rtraeknaJ. 

entweaex ^0 Via 1100 „ gatroc*- 1 

, ^ — — - 

r;^a a„ ----r» r;.r:r^' 

folgenae aul aer Veraauung von Oaa.in 

j£S£ffiEi a Bor a* - 1 0 H BaOH-Pux.r CpB 9.5) 

werden zugeaetzt zu — 1 ° ■ ■ 
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hergestellt mit dem gleichen Boratpuf f er,und bei 37°C ins 
Gleichgewicht gebracht. Darin werden zugesetzt 0,1 ml dee 
Enzymmusters in geeigneter Verdiinnung zu dem Casein-Puf f er- 
Gemisch. Nach 10 Minute n Verdauung bei 37°C wurden 3 f 0 ml 
10#iger Trichloressigsaure zugegeben und die Bebriitung wurde 
bei 37°C fiir weitere 30 Minuten fortgesetzt, um vbllige 
Ausfallung des unverdauten Caseins zu sichern* Der Nieder- 
schlag wurde durch Filtrieren entfernt (Whatman-Papier Nr. 2) 
und das Absorptionsvermbgen xxi des klaren Filtrats wurde 
"in einem Spektrophotometer bei 280 yU gegenuber einem Hull- 
versuch abgelesen. Der Nullversuch wurde in ahnlicher Weise 
vorbereitet mit der Abanderung, dass 3,0 ml von 10j6iger 
Trichloressigsaure zuerst zu dem Casein-1,9 ml -Puff ergemisch 
zugesetzt und das Enzymmuster (0,1 ml) anschliessend 
zugegeben wurde • Bine proteolytische Einheit, wie der Aus- 
druck hier und in den Anspriichen verwendet wird, ist will- 
ktirlich definiert als die Menge an Enzym, welche eine Steige- 
rung im Absorptionsvermbgen (optische Dichte) von 1,0 bei 
280 ji in 10 Minuten bei 37°C hervorruft. 888 proteolytische 
Einheiten gemass der Erfindung entsprechen einer Anson- 
Einheit. 

Bflispiele Il-fl VII. 

Die Mengen an Sojabohnenmehl und Glukose wurden verSndert, 
wie in der folgenden Tabelle 1 angegeben, in einem sonst 
konstanten Medium, welches 0,04# CaCl 2 und 0,02# MgClg 
in 0, Hfc^BOBK Phosphatpuff er bei pH 7,6 enthielt» Die Versuche 
wurden in einem SchUttelkolben mit 175 Umdrehungeii pro 
Minute bei 37°C durchgef tihrt. Die Garungen wurden fortge- 
setzt, bis der Hbchstgrad an Enzymerzeugung erreicht war. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung folgen in Tabelle 1. 
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'^e.c.ie.enen Konsen^onen von 
Proteaseerzeugung ver^ . 

II III IV 

Bejj5£ielJ r -=- 



jfSo^aDohnenmeJil 



Glukose 



1 
1 



1 

2 



1 
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1 
4 



2 
6 



4 

12 




0,65 °» 65 



0,65 0,65 1.50 



2,60 



Gesamte reduzie- 
ren de Zucker AS 
mg Glukose /ml 

Medium - — 

SojaDohnenmehl 

Glukose 

Kohlens-fcoffs 
Sticks-toff- ver 

haltBiS. 



6,2 



0,27 
20 



12,5 



0,27 

50 



0,27 
40 



0,54 
60 



18,5 24,6 18,6 



27 80 



1,08 
120 

18,6 
60 



Proteolytische 

sssrs 7 ! 18 22 27 

j-r^^iktion, 

BeisEi§i_ffii A cL sojaDohnenmehl, 0,04* 

soy Agar ScliragK ^ elnen llter a, „,j 

nach M, ^° KVl1 . mE und die Aktivi^ zeit- 

qnoxenzaniung «**» -indem dieser i>*± v 

Zahlung, die Spoxe ^s-timmt nach Decern 
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pio ml oder pro mg« Zu Vergleichszwecken mit den oben erwahn- 
ten proteolytischen Einheiten ist zu sagen, dass eine proteoly- 
tische Einheit 846 Glycineinhei ten gleichkomrot. Die Ergebnisse 
der Bestimmungen folgen in Tabelle 2* 

Tabelle 2 
S t ammkul ture n 

Zeit Gesamte Bakterielle SpQrenzahlung Aktivitat(GU/ml) 
(Stunden) Zahlung p 

0 58 x 10 5 

24 25 x 10 8 54 x 10 7 13o8Q0 

48 104 x 10® 37 x 10 8 20.700 

72 98 x 10° 49 x 10 8 18.800 

Die hochste Bakterienzahl wurde nach 48 Stunden erhalten,und 
es scheint eine 50#ige Sporulation nach 72 Stunden vorhanden 
zu sein. Die proteolytische Aktivitat erreichte ein Maximum 
von 20,700 GU/ml nach 48 Stunden. Dies stellt eine ausge- 
zeiclxnete Ausbeute dar* Ein eine hohe Ausbeute erge bender 
Stamm von Bacillus subtilis liefert ein Maximum von 13.000 
GU/ml nach 40 Stunden unter Verwendung der gleichen Bedingungen 

Das Enzym wurde ieoliert aus dem Kulturmedium nach der angege- 
benen Bebrutungszeit durch Abkiihlen der Plussigkeit auf 5°C und 
Abschleudern bei 17.300 x g-350 ml/Minute in einer gekUhlten 
Sorvall-Zentrifuge RC 2 B f ausgerlistet mit einem Szent Gyorgiy 
kontinuierlichem Fliefisystem. Das Medium wurde dann vermischt 
mit 2 Volumen Aceton (-20°C),und nach einer Stunde wurde das 
Prazipitat zentrifugiert (6780 x g - 350 ml/Minute). Das 
Prazipitat wurde wiederum in e twa 300 ml einer Wasser-Aceton— 
Mischung (1 Volumen/2 Volumen)suspendiert. Der Brei wurde 
auf e inem Buchner-Trichter filtriert und das Prazipitat durch 
Zusatz von mehr kaltem Aceton getrocknet. 

Die Ergebnisse, erhalten wahrend der Isolierung der Proteasen 
aus fiinf von den 1 Liter Kolben, folgen in Tabelle 3. 
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Ernte (g) 
Pulveraktivitat(GU/ml) 

Au3 »eute in * ft., anfanglichen Aktxvxtat 82*. 

Die Venus, w^ena der ^« J^^JS^^ 
^ »94 iqt vereleichswexse guns tig gegen 

m « - — — - 

subtilis * 

Belg£iel 2 IX . hcrffeste iit gemass Beispiel 1 , wird 

Die En^ere.tung, herge stellt g^ Reinigungsmitte m fol- 
als aktiver Bestandteil m Wascn un 
gender Zusammenstellung verwendet: ^ 

I 8 2 

Natriumalkylarylsulfonat ^ 

Natriumfettalkoholsulfat ^ 
oPe ttsaureamid 

I verdunnt 

Natrium-bripolyphosphat ^ g 
Natriums ilikat 

Hatriurasulfat Q ^ 15 

I ParfUm 2,1 
Verschiedenes Rea1; 

I Wasser 

Beispiel X. aktiver 

Bestandteil xti einero Detergent 
Zusammensetzung verwendetl 
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C 12 ^ 14 Fettalkohol 10 AO Kondensat 2,7 

Natriumalkylary lsulf onat 12,6 

Natriums e if e 1,4 

Alkalische Protease; getrocknetes Enzym- 
pulvwr, hergestellt nach dem Yerfahren 

von Beispiel VIII,fiinffach mit Natrium- 0,5 
sulfat verdunnt 

Natriumtripolyphosphat 50,0 

Natriumsilicat 4, 5 

• Natriums ulf at 13,0 

Wasser 13,5 

ParfUm 0,1 

Verschiedenes 1,7 
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Impfung eines Kultunned protease, dadurch 

™ -TS Z Snlue der Bacillus. liSiSSi^ 
gekennzeichnet, dass axs 
ATCC No.21424 verwendet wxrd. 

h Ansuruch 1. dadurch gekennzexchnet , dase 

das Kulturmedxum exn pH von umfasst. 
ei „e Kohlenstoff quelle und exn Mxneralsa! 

v, 9 dadurch gekennzexchnet, a*es 
5 . Verfahren nach Anspruch 2 quelle umfasst, 

das Medium 1-4* Protein und ! 12* Kohle ^ ^ 

wohei die Prosentsatze auf das Gewxcht 

3ind * n p oder 3. dadurch gekeni-zeichnet, 

4 .Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, 

-rriier^rrr^.. — - 

Dextrin 1st. grtenn- 
«. Veriahren nach ei„e» der — ^ ^ „. 
seichnet, dass das Hineralsels .a Ohlor 

Hagneeiu*. -d/oder CsXciu* rat | 

7 . Verfahren nach eine* der Anspruch > ^sitst. 
* das Kulturmedium mx exn pn von i, 

seichnet. dasa das ..a.,, tos pruche, dadurch 

8 . Verfahren ™°*°™°XZ7 ee gefpften 
g ekennseichnet. dass dre °«™»» aurohgel Uhrt wird. 
wahrend 48-96 Stunden her 35-40 « 

<*sch^d-*e™ -"^^^Xcnrv^SSW. — I 

die Protease aur- gafi^^g. -"J^ 

ist * -^^^T^TriScTr^aaEfuch 9. dadurch 

10 . Wasch- un^^^ung^mxttel ^^^T^L^n^Z- 
Lan^fi^CdaBB die Protease xn exner Monge^^ 



